













腸内細菌叢が産生する尿毒症物質 (uremic toxins, UTx) が、慢性腎臓病の (chronic kidney 
disease, CKD) 病態進行に寄与し、血中濃度と、死亡率は相関することが明らかとなった。そ
のため、腸と腎臓が炎症反応、免疫機序などを介して、病態へ相互に影響を及ぼし合うという 「腸
腎連関」 の概念が、提唱されている。一方で、我々は、無菌飼育 (germ-free, GF) マウスを利
用した研究により、腸内細菌叢が関与する代謝物が、宿主の腎保護作用を有する可能性を提
示した (Kidney Int. 2017)。したがって、腸内細菌由来代謝物の生体内量を精査できる分析技
術は、「腸腎連関」 の病態解明や治療法開発研究において、重要な意味を成す。 
現在、UTx を含む代謝物の分析は、液体クロマトグラフィー/タンデム質量分析法 (liquid 
chromatography/tandem mass spectrometry, LC-MS/MS) が主流の手法であるが、感度、定量
性、汎用性、利便性、網羅性などの分析化学的特性を全て兼ね備えた測定系の構築は、困








して、定量精度に特化した  LC-MS 絶対定量系、臨床利用に適する  Enzyme-Linked 
Immuno Sorbent Assay (ELISA) 系、及び網羅性を重視した LC-MS 相対定量系、それぞれ 
3 つの新規分析手法を構築した。各手法の定量精度等について評価すると共に、CKD 患者
又はマウス検体に応用し、「腸腎連関」 に関わる UTｘ 及び代謝物を定量評価する臨床的
意義について推察した。 
 





関」 の追求に欠かせない。そこで、本章では、CKD 病態に負の側面をもたらす 5 つの腸内
細菌叢由来 UTx とクレアチニンなどの腎機能指標の高精度な一斉定量系を確立するため、












図 1 各分析カラムを用いた場合の分析 UTx の SRM クロマトグラム 
 
第 2 章 抗フェニル硫酸 (phenyl sulfate, PS) モノクローナル抗体の作製と ELISA による
ヒト血中 PS 濃度測定系の構築 
 
1 章にて構築した UTx 一斉定量系を糖尿病性腎臓病患者に対するコホート研究検体 
(362 人) に適用した結果、腸内細菌叢 UTx である PS の血中濃度が、尿中アルブミン量
増加と関連し、糖尿病性腎臓病の原因因子かつ予後予測マーカーであることが示された 
(Nature Commun. 2019)。したがって、臨床における血中 PS 濃度の迅速かつ簡便な定量技
術が求められる。そこで本章では、より汎用的な PS の定量法の臨床提供を目指し、抗 PS 
モノクローナル抗体を作製と、ヒト血液に対する ELISA 系の構築を行った。 
抗 PS 抗体を得るための効果的なハプテンをデザイン、合成し、マウス免疫によってハイブ
リドーマを調製した。計 1440 のコロニーに対して、スクリーニングを行い、PS 構造が抗原決
定基と推定される 2 種のモノクローナル抗体、YK33.1 と YKS19.2 を作製した。抗原特異
性評価のため、9 種の PS 類似体との競合 ELISA を行った結果、YKS19.2 は、ヒト血中マ
トリックス下で、PS に対する特異性が向上する特性を示した。そこで、阻害 ELISA の固相抗
原量及び抗体量を精査し、YKS19.2 を用いた血中 PS 定量系を構築した。ヒト血清マトリック
ス下における阻害曲線の IC50 は、10.4 µg/mL と算出された。次いで、19 名の CKD 患者血
清中 PS 濃度を本系と LC-MS/MS のそれぞれで算出し、相関を解析した。その結果、両法
で求めた血清 PS 値は、強く相関 (R2 = 0.86) する一方で、絶対値は、ELISA 系の方が 4 
倍程度高く算出された。この原因は、未解明であるが、マトリックス効果や交差反応物による影
響を想定している。仮に交差反応物が影響していたとしても、PS 血中濃度の把握が可能であ
ることから、本抗体は、それらを包括して検出できる 「抗 PS 類似体抗体」 としての臨床利用
が可能である。また、前章で構築した LC-MS/MS による精密な UTx 分析を積極的に適用
するべき糖尿病患者を、早期発見するための予試験法としての応用が期待できる。 
 





定同位体を用いた chemical isotope labeling (CIL) -LC-MS/MS の開発を行った (図 2A)。
標識化に必要な 2PA の安定同位体 (2PA-d6) は、不均一白金族触媒を用いた重水素置換
反応を用いて簡便に合成が可能であった。LC 及び MS 測定条件を精査し、脂肪酸、胆汁
酸、インドール酢酸を含む計 40 種のカルボキシル基含有代謝物の相対定量系を構築した。 
本法を用いて、GF マウス及び通常飼育 (specific pathogen free, SPF) マウスを含む 4 














図 2. (A) 2PA を用いた CIL-LC-MS/MS (B) 研究結果概要と病態への影響についての仮説 
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ことにより、単一固相カラムでは達成できなかった 7 種の UTx（クレアチニン、
1-メチルアデノシン、トリメチルアミン N-オキシド、フェニル硫酸、インドキシル
硫酸、p-クレジル硫酸及び 4-エチルフェニル硫酸）を同時に測定できる高感度精密
定量法の開発に成功した。ヒト血液試料を用いたバリデーションにより信頼性を示
すとともに、慢性腎臓病患者の血清試料を評価し本法が病態解明などに応用可能で
あることを明らかにした。 
臨床利用に適する酵素抗体定量法開発においては、糖尿病性腎臓病の原因因子か
つ予後予測マーカーであるフェニル硫酸を測定対象として、免疫原をデザイン・合
成、これをマウスに免疫して、2 種のマウス抗フェニル硫酸モノクローナル抗体
（YK33.1 及び YKS19.2）の作製に成功した。慢性腎臓病患者血清中のフェニル硫
酸濃度評価において、YKS19.を用いる酵素抗体定量法と今回開発した高感度精密
定量法との結果が相関（R2=0.86）したことから、酵素抗体定量法の臨床利用の可
能性を示した。 
網羅性を重視した LC-MS 相対定量系開発においては、2-ピコリルアミンの安定
同位体を合成し、カルボキシル基含有代謝物の包括的相対 CIL-LC-MS/MS 分析法
（40 種）の開発に成功した。腎障害モデル動物を用い、腎障害時における腸内細
菌叢のカルボキシル含有代謝物の動態解析等に応用可能であることを示した。 
金光氏の開発した分析手法は、「腸腎連関」に関わる新たな分子の発見、病態の
精密な評価、さらに臨床応用が期待できると考えられる。 
 よって，本論文は博士（薬学）の学位論文として合格と認める。 
